
^"9 7 /0 04 96 - 



MM IN1TITUT 

NATIONAL DC 
LA PROPRIETE 
INDUSTRIELLE 


REC'D 


2 1 APR 1997 




WIPO 


PCT 



BREVET D'INVENTION 



CERTIFICAT D'UTILITE - CERTIFICAT D'ADDITION 



L ''Z*+m*'<^ 3 iirf J J L<^' ^ ^ W j » ^ *yj ^ 



COPIE OFFICIELLE 

Le Directeur general de I'lnstitut national de la propriete 
industrielle certifie que le document ci-annexe est la copie 
certifiee conforme d'une demande de titre de propriete 
industrielle deposee a I'lnstitut. 

Fait a Paris, le 2 6 MARS 1997 



Pour ie Directeur general de i'lnstitut 
national de ia propriete mdustnelle 
Le Chef de Division 




Yves CAMPENON 



INSTITUT 
NATIONAL DE 
LA rHOPKIETE 
INDUSTRIELLE 



SIEGE 

26 b'S 'u* de Sj.ni Peteritmurg 
?580O PARIS Odei 08 
teiephon* 01 53 04 bi 04 
TttecoDi* 01 42 93 59 30 



CTABUSStNtNT PUBLIC NATI0K4L C*EE P«K L* lOI N 5 ] 444 DU 1 4 «VRI L 1 9 5 1 



26 bis. rue <Je Saml PeiersDourg 
75800 Pans Cedex 08 

Teieonone : (1) 42 94.52 52 Telecop.e (1) 42.93 59.30 
_______ — ^— — Reserve a i'lNPI — — 



BREVET D'INVENTION, 

Code de la propnete mteilectueiie-Livre VI 
REQUITE EN DF_LIVRANCE 
Confirmation d'un depot par teiecopie 



TIFICAT D'UTILITE 



N ; 55-1328 



DATE DE REMISE OES PIECES - g ftVR. 199B 

N- D'ENREGISTREMENT NATIONAL ^ jL[ ^ 



DEPARTEMENT DE DEPOT 
DATE DE DEPOT 



09 »W. 896 



2 DEMANDS Nature du trtre de propnete irtdustridle 

H< 0 "»vent.or 1 d*mande diwsionnaire 

certifical d 'utilrte ; transformation d tme demande 

de brevet europeen 



demand* in male 



NOM ET ADRESSE OU DEMANDEUR OU DU MAN DAT AIRE 
A QUI LA CORRES PON DANCE DOIT ETRE ADRESSEE 

Cabinet GERMAIN % MAIHEAU 
B.P. 3011 

69392 LYON CEDEX 03 



rrdu pouvoir permanent references du correspondent telephone 

MD/M</605B2474 72 60 28 90 



bfevM d invent ton 



certihcal duMne n* 



Etablissemerrt du rapport de recherche diHere immeau: 

Lf aemanoeur. pervinne D*y4iQue reauiet le paierneni ecneloone oe la redevance 



de I'mverrtion (200 caracteres maximum) 

I S0LEMENT D 1 UN MATERIEL NUCLEIQ'JE 



3 DEMANDEUR (S) s.ben 
Nom et prenoms (souitgner le nom patronymique) ou denomination 

BIO NERIEUX 



coo* *P£-h*f 










Forme jundiQue 






SA 



Naoonalite (s) FRANCA I SE 

Adres&e (s) complete (s) Pays 
CHEMIN DE L'ORME 

69280 MAR C Y L'ETOILE FRANCE 



4 1NVENTEUR (S) Les inventeurs sont les demandeurs 11°" JC no; " s :a r!30rse es; ncn ^ r '' r ces-s-.atior seoaree 



5 REDUCTION DU TAUX DES REDEVANCES 



ra^j'se doj- a ie-e :a-s recuse an:eneuremeni au ossc: isnd-e :c3>e m :a aecnicr. 2 aa.ivs>'C" 



6 DECLARATION DE PR10RITE OU REQUETE DU BENEFICE DE LA DATE DE DEPOT D'UNE DEMANDS ANTERIEURE 

pays dongine numero dale de depot narure de la demande 

FRANCE 96 03753 20 MARS 1996 BREVET 




INPI 



BREVET D IN 
D'UTILITE 



TION, CERTIFICAT 



DESIGNATION DE LINVENTEUR 











DIVISION ADMINISTRATIVE DES BREVETS 




26bis. rue de Samt-Peterstourg 


96 04691 


758GO PansCedex 08 




let (1) 42 94 52 52 - Telecopie (1)42 93 59 30 





TTTRE DE ^INVENTION : 

ISOLEMENT D ' UN MATERIEL NUCLEIQUE 



LE (S) SOUSSIGNE (S) 

Cabinet GERMAIN S MAUREAU 
B.P. 3011 

69392 LYON CEDEX 03 
FRANCE 

DESIGNE (NT) EN TANT QU'INVENTEUR (S) i rd, 

CROS Ph i L i ppe 

90 rue du Commandant Charcot 
69005 LYON 

ELAISSARI Abdelhamid 
8 rue Jacques Monod 
69007 LYON 

MABILAT Claude 

408 Chemin Pierre Drevet 

69140 RILLIEUX LA PAPE 

PICHOT Chri st i an 

5 Allee Roland Garros 

69960 C0RBAS 



■<• r.om. prencms adresse et scuiigner ie rorr patrcnymque) 

RQDRIGUE Marc 

14E Chemin de Gargantua 

69570 DA Rd ILL Y 

SANTORO Li se 

1 Place des Quat re Vierges 
69110 STE FOY LES LYONS 



NOTA : A trtre exceptionnel, le nom de I mventeur peut etre sum de celui de la societe a laquelle il appartient (societe 
d'appartenance) lorsque celle-ci est differente de la societe deposante ou titulaire. 



Date et signature (s) du (des) demandeur (s) ou du mandataire 
Le 14 mai 1996 



Dominique GU 
CPI 921104 





La presente invention appartient au domaine de la 
purification des acides nucleiques, en milieu aqueux. 

On connait selon le document WO-A-95/04 14 0 un 
procede pour purifier, en milieu aqueux, des acides 
nucleiques presents dans un echantillon, selon lequel on 
met en contact ledit echantillon avec un systeme 
particulaire consistant en des billes de silice, en 
presence d'une substance chaotropique , puis on separe de 
la solution aqueuse finale les acides nucleiques fixes sur 
les billes. 

Conformement au document F. MEUNIER et al., 
Polymers for Advanced Technologies, Vol 6, pp 489-496, 
(1995), on decrit la preparation d 1 un polymere denomme 
PNIPAM, par polymerisation de (1) N-isopropylacry lamide , 
(2) N,N-methylene bisacrylamide et (3) chlorure de 2- 
aminoethyl-methacrylate, en presence d'un amorceur de 
polymerisation. Le comportement de ce polymere 
fonctionnalise en surface peut le rendre particulierement 
adapte a une fixation par covalence, de molecules 
biologiques . 

Selon 1' invention on apporte un procede 
d'isolement, en phase aqueuse, d'un materiel nucleique, 
present dans un echantillon, comprenant une etape 
d » adsorption dudit materiel nucleique , sur un support 
particulaire, ledit procede comprenant les etapes 
suivantes : 

selon une etape (a) dite d'obtention du reactif 
d 1 adsorption, on dispose d'un reactif d' adsorption 
comprenant un sol constitue par une phase continue aqueuse 
et une phase discontinue du support particulaire qui 
comprend un polymere particulaire, fonctionnalise, ledit 
polymere etant obtenu par polymerisation de (1) un premier 
monomere hydrosoluble , d 1 aery lamide ou d'un derive 
d'acrylamide, (2) au moins un agent de reticulation et (3) 
au moins un second monomere, fonctionnel, cationique et 
hydrosoluble, ledit polymere presentant une temperature 



critique inferieure de solubilite (LCST) predetermine qui 
est comprise entre 25 et 45°C, de preference entre 30 et 
40°C, 

selon une etape (b) dite de mise en contact, on 
met en contact le reactif d'adsorption avec 1 • echantillon 
contenant le materiel nucleique, pour adsorber le materiel 
sur le support particulaire, 

selon une etape (c) dite d ' adsorption, pour la 
mise en contact selon (b) , on choisit au moins un et de 
preference au moins deux des parametres suivants pour le 
milieu reactionnel: 

- pH au plus egal a 7, 

- force ionique au plus egale a 10" 2 M, 

- temperature inferieure a la LCST du polymere, 
selon une etape (d) dite de separation, apres 

eventuellement avoir observe que 1 ' adsorption a eu lieu, 
on separe, de la phase continue, la phase discontinue et 
notamment celle ayant adsorbe le materiel nucleique. 

Le procede de 1' invention sera pref erent iel lement 
mis en oeuvre selon deux variantes relatives a 1 ' etape 
(a) . 

Selon une premiere variante qui sera illustree 
dans les Exemples, le support particulaire consiste en 
ledit polymere particulaire, et dans ce cas le ou les 
agents de reticulation (2) sont hydrosolubles . 

Selon une seconde variante, le support 
particulaire comprend en outre un noyau organique ou 
inorganique, tel qu'un noyau de polystyrene, recouvert en 
totalite ou en partie par ledit polymere particulaire, 
ledit noyau ne modifiant pas les proprietes d' adsorption 
du polymere vis-a-vis dudit materiel nucleique. Le noyau 
ou partie du noyau remplit alors la fonction de 1' agent de 
reticulation (2), un autre agent de reticulation du type 
agent de reticulation hydrosoluble pouvant etre prevu. 

Selon une mise en oeuvre particuliere et 
pref erentielle de ce procede, on ajoute dans 1 ' echantillon 



avant 1 ' etape (b) , ou dans le milieu reactionnel apres 
1' etape (b) , et notamment apres 1 ' etape (c) ou 1 1 etape 
(d) , au moins une sonde et/ou une amorce susceptible de 
s'hybrider specif iquement sur le materiel nucleique avant 
5 ou apres 1 ' etape (b) . 

Dans une autre mise en oeuvre particuliere, le 
materiel nucleique consiste en une sonde ou une amorce, et 
selon (b) et (c) on met en contact le react if d' adsorption 
avec ledit materiel nucleique, pour obtenir un reactif 
10 d* hybridation, puis selon b' ) apres eventuellement avoir 
observe que l 1 adsorption a eu lieu, et separe du milieu 
reactionnel le reactif d 1 hybridation , on met en contact 
ledit reactif d ' hybridation avec un milieu contenant au 
moins un acide nucleique ou fragment d'acide nucleique, 
15 dans des conditions adaptees pour 1 * hybridation ou 
1' elongation de 1 ' amorce . 

De preference, pour mettre en oeuvre le procede de 
1* invention, pour 1 ■ etape (c) d 1 adsorption, on choisit les 
deux parametres suivants : 
20 - pH au plus egal a 7 , et 

- temperature infer ieure a la LCST du polymere. 
Le polymere particulaire est avantageusement 
obtenu par polymerisation radicalaire, en presence d 1 un 
amorceur de polymerisation, cationique ou neutre, et 

25 hydrosoluble . 

Le premier monomere (1) est de preference choisi 
parmi les N-alkylacrylamides et les N , N- 

dialkylacrylamides, et plus particulierement parmi le N- 
isopropylacrylamide, le N-ethylmethacry lamide , le N-n- 

30 propylacrylamide, le N-n-propy lmethacrylamide , le N- 
isopropylmethacry lamide, le N-cyclopropylacry lamide , le 
N,N-diethylacry lamide, le N-methyl-N-isopropylacrylaroide, 
le N-methyl-N-n-propylacry lamide, le premier monomere 
etant de preference le N-isopropy lacrylamide (NIPAM) . 

35 Le ou les seconds monomeres , fonctionnels (3) sont 

de preference choisis parmi les derives acryliques et 



methacryliques, le chlorure de 2-aminoethyl methacrylate 
(AEM) , les derives de N-viny 1-pyridine , les derives de 
trialkylammonium et les derives de chlorure 
d 1 isothiouronium. 

Avantageusement 1* agent de reticulation 

hydrosoluble (2) est choisi parmi le N , N-methy lene 
bisacrylamide (MBA) , l'ethylene glycol dimethacry late , et 
l'amorceur de polymerisation est le chlorure de 2,2'- 
azobis amidino-propane (V50) . 

L'etape (d) de separation est de preference 
effectuee selon une technique choisie parmi la 
centrifugation, la filtration, la precipitation et la 

sedimentation . 

Avant 1 ' etape (d) de separation on peut 
eventuel lenient observer que la reaction d' adsorption s'est 
produite. A titre d'exemple, on peut utiliser les 
techniques de HPLC ou d ' electrophorese capillaire. 

Pour une etape ulterieure d' analyse, le materiel 
nucleique adsorbe sur le support particulaire peut etre 
utilise en l'etat, ou apres une etape de desorption. 
Ainsi, apres l'etape (c) d 1 adsorption et apres l'etape (d) 
de separation : 

selon une etape dite de desorption, on dissocie, 
par desorption, le materiel nucleique par rapport au 
support particulaire, en faisant varier le parametre ou au 
moins un des parametres choisis pour l'etape (c) 
d 1 adsorption comme suit : 

- augmentation de la temperature jusqu'a une 
temperature superieure a la LCST du polymere, 

- augmentation de la force ionique jusqu'a une 
force ionique superieure a 10~ 2 M, 

- augmentation du pH jusqu'a un pH superieur a 7. 
Enfin la presente invention a pour objet 

1 'utilisation d'un polymere particulaire, f onctionnal ise , 
obtenu par polymerisation de (1) un premier monomere 
hydrosoluble, d'acrylamide ou de derive d ' aery lamide , (2) 



au moins un agent de reticulation et (3) un second 
monomere, fonctionnel cationique et hydrosoluble , ledit 
polymere presentant une temperature critique inferieure de 
solubilite (LCST) qui est comprise entre 2 5 et 4 5 °C, pour 
isoler un materiel nucleique. 

Dans une utilisation avantageuse le polymere est 
obtenu par polymerisation de (1) N-isopropylacrylamide , 
(2) N,N-methylene bisacrylamide et (3) chlorure de 2- 
aminoehyl-methacrylate . 

Avant d'exposer plus en detail 1' invention, 
certains termes employes dans la presente description et 
dans les revendications sont ci-apres definis : 

Par isolement d'un materiel nucleique selon 
1* invention, on comprend la separation, la detection de ce 
materiel, 1 ' enr ichissement d'une fraction en materiel 
nucleique, selon une methode d* isolement specif ique ou 
aspecifique, de maniere qualitative et/ou quantitative. 

Un materiel nucleique selon 1 1 invention est un 
acide nucleique, un fragment d'acide nucleique, un melange 
d'acides nucleiques et/ou de fragments d'acides 
nucleiques, ou une fraction d'acides nucleiques et/ou de 
fragments d ' acides nucleiques. Par acide nucleique, on 
entend tout acide nucleique, sous forme libre ou combinee 
eventuellement a des proteines, quelle que soit son 
origine cellulaire, bacterienne, virale ou autre. II 
s ( agit indif feremment d'un acide desoxyribonucleique ou 
d'un acide ribonucleique , constitue par un enchalnement de 
nucleotides naturels dont les elements constitutifs sont 
un sucre, un groupement phosphate et une base azotee 
choisie parmi 1' adenine, la guanine, l'uracile, la 
cytosine, la thymine, et/ou de nucleotides modifies dans 
l«un au moins des trois elements constitutifs ; a titre 
d'exemple, la modification peut intervenir au niveau des 
bases, generant des bases modifiees, telles que l'inosine, 
la methyl-5-desoxycytidine, la desoxyuridine , la 
dimethylamino-5-desoxyur idine , la diamino-2 , 6-purine , la 



bromo-5-desoxyuridine, et telles que des bases modifiees 
par un traceur detectable directement ou indirectement par 
des techniques connues de 1 ' homitie du metier, a titre 
d'exemple les bases modifiees par la biotine ; au niveau 
5 du sucre, a savoir le remplacement d'au moins un 
desoxyribose par un polyamide ; et/ou au niveau du 
groupement phosphate par exemple son remplacement par des 
esters notamment choisis parmi les esters de diphosphate, 
d'alkyl- et aryl-phosphonate et d'alkyl- et aryle- 

10 phosphorothioate. L'acide nucleique selon 1' invention est 
totalement ou partiel lement monocatena ire et/ou 
bicatenaire, en particulier il peut consister en un duplex 
sonde-acide nucleique, sonde-f ragment d'acide nucleique, 
amorce-acide nucleique ou amorce-fragment d'acide 

15 nucleique ; le duplex peut etre un homoduplex ou un 

heteroduplex. 

L 1 invention est bien sur appliquee a l'isolement 
de fragments d'acides nucleiques tels que definis ci- 
dessus, ou oligonucleotides (ODN) , de tailles variables. 
20 Le materiel nucleique peut etre d'origine 

naturelle, et/ou obtenu par recombina ison genetique et/ou 
par synthese chimique, a titre d'exemple il peut consister 
en une sonde ou une amorce. 

La presente invention est appliquee a l'isolement 
25 aspecifique d'une fraction d'acides nucleiques et/ou de 
fragments d'acides nucleiques, contenue dans un 
echantillon, mais aussi a l'isolement specif ique d'un 
acide nucleique ou d'un fragment d'acide nucleique, ou 
d'un melange d'acides nucleiques ou de fragments d'acides 
30 nucleiques, presents dans un echantillon. 

Un echantillon tel qu'on 1 ' entend selon 
1' invention, comprend tout echantillon susceptible de 
contenir un materiel nucleique, notamment un echantillon 
biologique tel que celui obtenu a partir d'un fluide 
35 biologique, un echantillon d'origine alimentaire. 
L'echantillon consiste en tout ou partie d'un echantillon, 



en particulier il peut consister en un aliquote, une 
dilution. L • echantil Ion peut ou non avoir ete soumis a un 
traitement prealable notamment de purification ou de lyse 
afin de faciliter la liberation des acides nucleiques. 
5 La LCST d'un polymere tel que celui qui fait 

l'objet de la presente invention est notamment definie et 
mesuree par des techniques decrites dans les documents 
suivants : Hiroshi Inomata et al., Macromolecules 1994, 
27, 6459-6464. 

10 une sonde est un fragment nucleotidique possedant 

une specif icite d ' hybridation dans des conditions 
determinees pour former un complexe d 1 hybridation avec un 
fragment nucleotidique. Une sonde utilisee dans le cadre 
de la presente invention sera de preference une sonde de 
15 capture, sans pour autant exclure de ce cadre les autres 
types de sondes . 

Par amorce selon 1' invention, on entend une sonde 
possedant une specif icite d 1 hybridation dans des 
conditions determinees pour 1' initiation d'une 
20 polymerisation enzymatique par exemple dans une technique 
d' amplification telle que la PCR (Polymerase Chain 
Reaction), la technique dite NASBA ("Nucleic Acid 
Sequence-Based Amplification) ou encore la technique dite 
TMA (Transcription Mediated Amplification) , dans un 
25 procede d 1 elongation , tel que le sequencage, dans une 
methode de transcription inverse ou analogue. 

Par derive acrylamide selon 1* invention, on entend 
un monomere polymerisable repondant a la formule R°- 
CH=C(R 1 )-CONR 2 R 3 , dans laquelle R° , R 1 , R 2 et R 3 
3 0 representent un groupe independamment choisi parmi 
l'hydrogene, les groupes hydrocarbones inferieurs, 
lineaires ou ramifies, aliphatiques ou cycliques, les 
groupes heterocycliques azotes tels que 1' imidazole. 

L ( adsorption de materiel nucleique telle 
35 qu'entendue selon la presente invention est definie comme 
suit : un materiel nucleique est adsorbe sur un support 
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particulaire si apres un temps de contact entre ledit 
materiel et ledit support, au moins un des groupes 
appartenant aux elements constitutifs du materiel 
nucleique est fixe a la surface du support ; 1* adsorption 
5 resulte d 1 interactions ioniques et/ou de liaisons 
hydrogene, et 6ventuellement d 1 interactions hydrophobes, a 
1' exclusion de toute liaison covalente, entre le materiel 

et le support. 

Enfin par polymere f onctionnal ise , on entend un 

10 polymere presentant au moins une interface portant des 
groupes fonctionnels susceptibles de generer avec des 
groupes des elements constitutifs du materiel nucleique, 
l'une quelconque des interactions et/ou liaisons 
impliquees dans le phenomene d ' adsorption . De preference 

15 ces groupes fonctionnels sont choisis parmi NH 3 + ; NH 4 + ; 
NR 3 + oCt R represente un groupe hydrocarbone , sature ou 
insature, aliphatique ou cyclique, NR 3 + pouvant 
representer le groupe pyridinium ; et le groupe 
isothiouronium. 

20 La presente invention est a present decrite en 

reference aux Exemples 1 a 4 et aux Figures 1 a 7 
presentees ci-apres : 

Figure 1 represente la variation de 1 • interface du 
polymere en fonction du pH et de la temperature, 
25 Figure 2 represente I'effet du pH et de la 

temperature sur 1' adsorption de l'ARN, 

Figure 3 represente I'effet du pH a 40 °C sur 
1* adsorption de la BSA, 

Figure 4 represente I'effet de la force ionique et 
3 0 de la temperature sur 1' adsorption de l'ARN, 

Figure 5 represente I'effet du pH a 20°C sur la 

desorption de 1 • ARN, 

Figure 6 represente I'effet du pH a 40°C sur la 

desorption de 1 1 ARN , et 
35 Figure 7 represente I'effet de la force ionique a 

pH 9f2 et a 20°C sur la desorption de l'ARN. 



Comme les exemples suivants 1 ■ i llustreront , les 
conditions de pH, de force ionique et/ou de temperature au 
cours de 1 • etape (c) d' adsorption sont determinantes . En 
effet, comme on peut 1' observer sur la Figure 1, en- 
dessous d'une valeur de pH egale a 7 et de temperature 
egale a la LCST du polymere, le polymere presente une 
chevelure hydrophile, chargee, alors qu'au-dessus d'une 
valeur de pH egale a 7 et de temperature egale a la LCST 
le polymere presente une conformation retractee hydrophobe 
et neutre, ce qui entraine une diminution de 1* adsorption 
des acides nucleiques et a la fois une adsorption 
croissante des proteines. 

EXEMPLE 1 : PREPARATION D'UN POLYMERE A BASE DE 

NIP AM 

Trois techniques de polymerisation ont ete 
utilisees pour la preparation de ce polymere : 

1) polymerisation en batch (ou procede en reacteur ferme) ; 

2) polymerisation en semi-continu et 3) polymerisation sur 
semence. Dans chacune de ces techniques, les memes 
reactifs suivants ont ete utilises : 

* Premier monomere : N-isopropylacry lamide 
(NIPAM) commercialise par Kodak, 

* Reticulant : N , N-methy lene bisacrylaraide (MBA) 

disponible chez Aldrich, 

* Amorceur : chlorure de 2,2 , -azobis amidino 
propane (V50) commercialise par Wako, 

* Sel pour ajuster la force ionique : NaCl 

(Prolabo) , 

* Second monomere, fonctionnel : chlorure de 2- 
aminoethyl methacrylate (AEM) commercialise par Kodak. 

1) polymerisation en batch 

Le premier monomere (NIPAM) , le second monomere, 
fonctionnel (AEM) et le reticulant (MBA) sont introduits 
ensemble en une seule etape avant que la polymerisation ne 
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soit amorcee par addition de l'»orceur (V50) qui se 
decompose sous 1'effet de la chaleur en produisant des 
radicaux libres. La duree de polymerisation est de 30 mm. 

La formulation du polymere obtenu a qui on a 
affect* la reference PNIPAM42 est la suivante : 
volume totaK a > 250 ml 

NIPAM 48 ' 51 mm ° lBS 

MBA 3 ram ° leS 

0,48 mmoles 

A EM 

v50 0,30 mmoles 

70°C 

Temperature 
(a) eau bouillie et degazee 

Les caracteristiques du polymere obtenu 

reportees dans le tableau I suivant: 

Tableau I 



20 



sont 



diametrc U) 
DDL 20°C 


diametre 
uiille DDL 
4L)°C 


Uiamelie 
MET 


concentration 
en AEM 


LCST (e) 


CCC 10 
a20°C 


292 nm 


164 nm 


129 nm 


14,1 umol/g de 
polymere 


31,5 °C 


LOO 
mole/l 



(a) diametre mesure par diffusion dynamique de la lumiere 
25 (b) diametre mesure par diffusion dynamique de la lumiere 

(c) diametre mesure par microscopie electronique a 

transmission 

(d) densite de charge exprimee en „mole (amine priiuaire) /g 
de polymere 

(e) temperature critique inferieure de solubilite (LCST) 
deter.ninee par mesure de turbidite en fonction de la 

temperature ^ O «oo 

(f) concentration critique de coagulation ( CCC) a 20 C 
determine par mesure de turbidite en fonction de la 
salinite (NaCl) . 
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2) Polymerisation en semi-continu 

Une partie de second monomere, fonctionnel est 
introduite dans le reacteur sur une periode comprise entre 
le debut de la polymerisation et la fin de la conversion 
totale de celle-ci. Cet ajout peut etre effectue a une 
Vitesse d' injection constante (polymerisation par ajout 
continu) ou bien suivant un ajout bien controle a des 
intervalles reguliers (polymerisation en semi-continu) . Le 
but de cette methode de polymerisation est d'augmenter 
1* incorporation de second monomere, fonctionnel (charge) 
sans augmenter le pourcentage de polymere hydrosoluble 
dans le milieu reactionnel qui pourrait perturber le 
deroulement de la polymerisation. 

La formulation du polymere obtenu a qui on a 
affecte la reference PNIPAM45 est la suivante : 
volume total< a > 250 ml 

NIPAM 48,51 mmoles 

MBA 3 mmoles 

AEM 0,48 mmoles 

V50 0,30 mmoles 

Temperature 70°C 
ajouts entre 3 et 6 nin 

(a) eau bouillie et degazee 

Les caracteristique du polymere PNIPAM4 5 obtenu 
sont reportees dans le tableau II suivant : 



Tableau II 



diametre (a> 
DDL 20°C 


diametre 
taille DDL 
40°C 


diametre 
MET 


concentration 
en AEM (ll> 


LCST (e) 


CCC (0 
a20°C 


823 nm 


530 nm 


327 nm 


10.0 umoUg de 
polymere 


32 °C 


1.00 
mole/1 



(a) diametre mesure p 
a 20°C 



ar diffusion dynamique de la lumiere 



(b) diametre mesure par diffusion dynamique de la lumiere 
a 40°C 

(c) diametre mesure par microscopie electronique a 
transmission 

(d) densite de charge exprimee en jimole (amine primaire) /g 
de polymere 

(e) temperature critique inferieure de solubilite (LCST) 
determinee par mesure de turbidite en fonction de la 
temperature 

(f) concentration critique de coagulation (CCC) a 20°C 
determinee par mesure de turbidite en fonction de la 
salinite (NaCl) . 

3) Polymerisation sur sentence 

Cette technique consiste a introduire le second 
monomere, fonctionnel dans un milieu reactionnel contenant 
un polymere prealablement prepare et parfaitement 
caracterise. Le second monomere, fonctionnel peut etre 
additionne seul ou en melange avec le ou les monomere (s) 
ou les comonomeres, en une etape ou en semi-continu . 

La formulation du polymere obtenu a qui on a 
affecte la reference PNIPAM94 est la suivante : 

Un volume de 4 0 ml de semence a un taux de solide 
de 4,5 % est utilise. Les reactifs ont ete ajoutes dilues 
dans un volume de 5 ml d'eau. Les pourcentage molaires de 
NIPAM, de MBA et de V50 ajoutes dans la deuxieme etape 
sont identiques a ceux de la semence (cf 1)). En revanche, 
la concentration en second monomere, fonctionnel est 
controlee (augmentee ou diminuee suivant la densite de 
charge voulue) ; dans ce cas 10 % (mole) de A EM sont 
ajoutes par rapport au premier monomere NIPAM . 

Les caracteristiques du polymere PNIPAM9 4 , obtenu 
apres reensemencement a partir de la semence inscrite sous 
la reference PNIPAM93 synthetisee suivant le mode 
operatoire decrit dans 1), sont reportees dans le tableau 
III suivant : 



Tableau III 



diameire 
DDL 2() C C 


dumcirc 
uilk DDL 


.• . to 
di jmouc 

MET 


conccnii'ution 
cn AEM 


LCST {f 1 


CCC (0 
a 20 3 C 


504 nm 


290 nm 


1 76 nm 


22.4 umol/»: de 
polymere 


32 °C 


1.10 
mole/1 



(a) diametre mesure par diffusion dynamique de la lumiere 
a 20°C 

(b) diametre mesure par diffusion dynamique de la lumiere 
a 40°C 

(c) diametre mesure par microscopie electronique a 
transmission 

(d) densite de charge exprimee en /mole (amine primaire)/g 
de polymere 

(e) temperature critique inferieure de solubilite (LCST) 
determinee par mesure de turbidite en fonction de la 
temperature 

(f) concentration critique de coagulation (CCC) a 20°C 
determinee par mesure de turbidite en fonction de la 

salinite (NaCl) . 

En fin de polymerisation les particules sont 
collectees par simple centr if ugat ion et redispersees dans 
1 1 eau ou dans un milieu desire. 

Les caracteristiques du polymere obtenu selon 
l'une quelconque des techniques 1) a 3) sont les 
suivantes : 

- densite de charge (cationique) entre 5 et 150 

jimol/g de polymere 

- intervalle de la taille des particules comprise 
entre 0,05 et 2 diametre des particules mesure par 
diffusion dynamique de la lumiere a 20°C 

- intervalle de la concentration critique de 
coagulation (CCC) entre 0,001 et 1,5 mole/1 NaCl a 20°C et 
entre 0,01 et 0,9 mole/1 NaCl a 40°C. 
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EXEMPLE 2: ADSORPTION D'ARN OU DE BSA 
(SERUMALBUMINE BOVINE) SUR DES PARTICULES DE POLYMERS 
PNIPAM TELLES QUE PREPAREES SELON L ' EXEMPLE 1 
5 Le protocole suivant constitue le mode operatoire 

general des reactions d 1 adsorption : 

Le melange reactionnel est constitue de 10 jil 
d'ARN (4 mg/ml) ou de 50 nl de BSA (5 mg/ml), et de 50 /il 
de particules NIPAM (45g/l). Le volume final de un 
10 millilitre est obtenu par adjonction de tampon phosphate 
(10 mM pH 4,6 ou 9,2) et NaCl (5M) afin d'atteindre le pH 
et la force ionique desiree. 

L'entite moleculaire (ARN ou BSA) est adsorbee sur 
les particules durant 2 heures (a 20 ou 40°C) avec des 
15 conditions predetermines (pH, force ionique) : le melange 
est centrifuge 20 minutes a 14 000 tours par minute. Le 
surnageant est recupere, filtre sur filtre Millipore 
Millex-GV13 (0,22 pm) afin d'eliminer les particules de 
polymere en suspension. La quantite de l'entite biologique 
20 fixee sur le support polymere est determinee par une 
simple difference entre la quantite initialement 
introduite et la quantite restante et libre (dosee dans le 
surnageant) : cette quantite est exprimee en milligramme de 
molecules biologiques par milligramme de polymere (Ns) . 
25 Les concentrations d 1 ARN ou de BSA sont estimees par 
spectrophotometrie UV (Kontron Instrument) a une longueur 
d'onde de 260 nm ou 280 nm, respectivement . 

Les essais ont ete realises avec de 1 1 ARN 16S et 
23S ribosomal de E. coli (Boerhinger) et de la BSA (Sigma 
30 reference A0281) utilises sans purification prealable. 

Les particules utilisees sont des particules 
therinosensibles de PNIPAM9 4 . Ces particules sont tres 
hydrophiles a temperature ambiante et hydrophobes a une 
temperature superieure a la LCST (32°C). Elles ont ete 
35 synthetisees coitune decrit dans l'exemple 1. 



Des tampons phosphate acide (KH 2 P0 4 10 mM pH 4,6) 
et basique (K 2 HP0 4 10 mM pH 9,2) ont ete utilises pour les 
reactions d* adsorption et pour controler le pH des 
reactions. 

NaCl (5M) a ete utilise pour controler la force 
ionique des reactions . 

L'eau utilisee dans 1' ensemble des reactions a ete 
purifiee sur le systeme de purification Mi llipore-Milli Q. 

Les incubations ont ete realisees sur un 
thermomixer (Eppendorf 5436). 

Toutes les reactions ont ete realisees dans des 
tubes Eppendorf de 1,5 ml. 

1) Etude de 1' influence du pH et de la temperature 

sur 1* adsorption 

Conformement a la Figure 2, on observe une 
meilleure adsorption de l'ARN a pH acide qu'a pH basique. 
A pH acide les particules sont largement chargees 
positivement et les acides nucleiques charges negativement 
se fixent sur les particules via des forces 
electrostatiques. La fixation est plus importante a 20°C 
qu'a 40°C. Les resultats a 40°C illustrent une diminution 
de 1 1 adsorption. 

Conformement a la Figure 3, a 4 0 °C 1* adsorption 
de la BSA sur les particules est possible sans influence 
du pH. A 20°C on n 1 observe aucune fixation de BSA en 
raison du caractere hydrophile des particules a cette 
temperature. 

2) Etude de 1' influence de la force ionique et de 
la temperature sur 1" adsorption 

Conformement a la Figure 4, les forces 
electrostatiques attractives entre les ARN charges 
negativement et la surface de polymere chargee 
positivement diminuent avec 1 ■ augmentation de la force 



ionique avec comme consequence une diminution de la 

fixation de 1 1 ARN . 

Dans les memes conditions experiments les , il a ete 
verifie que 1 • augmentation de la force ionique ne 

favorise pas la fixation de la BSA sur les particules. 

En conclusion, les acides nucleiques sont 
pref erentiellement adsorbes sur les particules a 
temperature inferieure a la LCST (20°C), a faible force 
ionique et pH acide. Dans ces conditions 1 ' adsorption des 
proteines (telle la BSA) n'est pas favorisee. 

EXEMPLE 3 : DESORPTION D • ARN ADSORBE SUR DES 
PARTICULES DE POLYMERE PNIPAH 

Les reactifs utilises sont les memes que ceux 
deer its dans l'exemple 2. 

Le protocole suivant constitue le mode operatoire 
general des reactions de desorption: 

Apres une etape d' adsorption realisee comme dans 
l'exemple 2, la reaction de desorption est effectuee apres 
1' etape de centrif ugat ion a 14000 tours par minute. le 
surnageant est elimine et remplace par un millilitre de 
tampon de desorption (phosphate (lOmM pH 4,6 ou 9,2) et 
NaCl (5M)) afin d'atteindre le pH et la force ionique 
desiree. La desorption est realisee pendant 2 heures a 
20°C ou 40°C. Le melange est ensuite centrifuge 20 minutes 
a 14000 tours par minute. Le surnageant est recupere, 
filtre sur filtre Millipore Millex-GV13 (0,22 nm) afin 
d'eliminer les particules de polymere en suspension. La 
quantite d 1 ARN liberee est determinee par 

spectrophotometrie UV (Kontron Instrument) a une longueur 
d'onde de 260 nm. L'acide nucleique recupere est 
disponible pour d'autres analyses. 



1) Etude de 1* influence du pH et de la temperature 
sur la desorption de l'ARK 



10 
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Conformement a la Figure 5, la desorption des 
acides nucleiques a pH basique est plus importante en 
raison de la perte de charge sur le polymere; a pH acide 
la quantite d' acides nucleiques liberes est beaucoup plus 
faible car les particules sont alors fortement chargees 

positivement • 

Conformement a la Figure 6, comme precedemment la 
desorption des acides nucleiques est favor isee a pH 
basique. Elle est egalement favorisee par 1 ' augmentation 
de la temperature car pour une temperature superieure a la 
LCST (32°C) les particules se retractent. 



2) Etude de l 1 influence de la force ionique sur la 

desorption de l'ARN 

15 conformement a la Figure 7, au fur et a mesure de 

1' augmentation de la force ionique, les interactions 
electrostatiques attractives entre les ARN et la surface 
du polymere diminuent. 

En conclusion, la desorption des acides nucleiques 

20 est preferentiellement realisee a 40°C, a forte force 
ionique et pH basique. 

Par ailleurs, la propriete de retraction des 
particules a 40°C (temperature superieure a la LCST) peut 
etre exploitee pour concentrer une solution d 1 acide 

25 nucleique. En effet, apres adsorption des acides 
nucleiques et elevation de la temperature au-dela de la 
LCST, les particules sur lesquelles sont adsorbes les 
acides nucleiques se retractent, occupant ainsi un volume 
moindre qu'a 1 1 etat relaxe et permettant la reprise des 

30 particules, apres centr if ugation , dans un volume final 
plus faible . 



35 



EXEMPLE 4: ADSORPTION ET DESORPTION D'ADN A PARTIR 
D'UNE SOLUTION MIXTE D'ADN ET DE BSA, EN UTILISANT LES 
PARTICULES DE NIPAM 



10 



15 
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La solution d ' ADN de Staphylococcus epidermidis 
est extraite et purifiee a partir de colonies isolees de 
bacteries, selon le protocole decrit par D. TRECO dans 
Short Protocols in Molecular Biology Second Edition Ed : 
Harvard Medical School, 1992, pp 2-4/2-7. 

Une solution de BSA (serum bovine albumine) 
(Intergen 3210-01) 10 % (p/v) en eau milliQ est utilisee. 

Protocole PCR: la technique de PCR suivie est 
celle decrite par Goodman dans PCR Strategies Ed : Innis, 
Gelfand et Sninsky Academic Press 1995, ppl7-31. Deux 
amorces d ' amplification ont ete utilisees; elles 
presentent les sequences suivantes: 

Amorce 1:5' ATCTTGACATCCTCTGACC 3' >SEQ ID N01 

Amorce 2:5' TCGACGGCTAGCTCCAAAT 3' >SEQ ID N02 

Les cycles de temperature suivants ont ete 
utilises lors du protocole d 1 amplification : 
1 fois 3 minutes 94 °C 

2 minutes 65°C 
20 35 fois 1 minute 72°C 

1 minute 94 °C 

2 minutes 65°C 
1 fois 5 minutes 72°C 

10 jxl de produit d ' amplif ication sont deposes sur 
25 gel d» agarose 0,8% (FMC 50003) prealablement colore au 
bromure d'ethidium. Apres migration electrophoretique 45 
minutes a 180V, les bandes d'acides nucleiques sont 
visualisees sous rayonnement ultra-violet (D. VOYTAS dans 
Short Protocols in Molecular Biology Second Edition Ed : 
30 Harvard Medical School, 1992, pp2-13 / 2-14 ) . 

1) Adsorption et desorption d'ADN sur les 
particules et detection apres technique PCR, de 1 • ADN 
libere 

35 une solution d'ADN (10 10 copies/ml) a ete adsorbee 

sur les particules a 20°C, pH 4,6 pendant deux heures puis 
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soumise a une etape de desorption de 15 minutes a 41°C, pH 
8,3, force ionique 0,05 M comme decrit dans les exemples 2 
et 3, respect ivement. Apres 1' etape de desorption et 
centrifugation, le materiel recupere dans 50 pi de 
surnageant a ete amplifie par PCR et analyse sur gel 
d'agarose 0,8 %. Une bande de taille attendue (490 pb) est 
detectee sur gel. Par ailleurs, la quantite d ■ ADN detectee 
apres PCR est au moins equivalente a celle detectee apres 
amplification par PCR de 10 6 copies/ml d 1 ADN non adsorbe 
au prealable sur particules. 

Les particules de NIPAM94 peuvent done etre 
egalement utilisees pour adsorber de 1 1 ADN . Apres 
desorption 1 • ADN peut etre utilise dans une reaction 
d'amplif ication de type PCR. 

2) Adsorption d 1 ADN a partir d'une solution mixte 
ADN et BSA, et detection apres technique PCR, de 1 ■ ADN 
libere par desorption 

Une solution d 1 ADN (10 10 copies/ml) en presence de 
10 % (p/v) de BSA est soumise a une etape d' adsorption et 
de desorption comme decrit dans l'exemple 4-1. Les memes 
techniques d ■ amplification et de detection sont utilisees. 
Un ADN de taille attendue (490 pb) est detecte sur gel. 
L»intensite de la bande d'ADN visualisee est la meme en 
presence ou en absence de BSA. 

Les particules de NIPAM94 permettent d'adsorber et 
de liberer par desorption de 1 ' ADN provenant d'une 
solution mixte ADN - 10% BSA. La presence de la BSA dans 
la solution initiale ne perturbe pas 1' adsorption de 1 1 ADN 
sur les particules. 
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REVENDICATIONS 

1. Procede d'isolement, en phase aqueuse, 

d'un materiel nucleique, present dans un echantillon, 
5 comprenant une etape d' adsorption dudit materiel 
nucleique, sur un support particulaire , caracterise en ce 
que : 

* selon une etape (a) dite d'obtention du reactif 
d' adsorption, on dispose d'un reactif d' adsorption 

10 comprenant un sol constitue par une phase continue aqueuse 
et une phase discontinue du support particulaire qui 
comprend un polymere particulaire, f onctionnalise , ledit 
polymere etant obtenu par polymerisation de (1) un premier 
monomere hydrosoluble, d'acrylamide ou d'un derive 

15 d'acrylamide, (2) au moins un agent de reticulation et (3) 
au moins un second monomere, fonctionnel, cationique et 
hydrosoluble, et ledit polymere presentant une temperature 
critique inferieure de solubilite (LCST) predeterminee qui 
est comprise entre 25 et 4 5°C, 

20 * selon une etape (b) dite de raise en contact, on 

met en contact le reactif d' adsorption avec 1 1 echantillon 
contenant le materiel nucleique, pour adsorber le materiel 
sur le support particulaire, 

* selon une etape (c) dite d ' adsorption, pour la 

2 5 mise en contact selon (b) , on choisit au moins un des 
parametres suivants pour le milieu reactionnel: 

- pH au plus egal a 7, 

- force ionique au plus egale a 10" 2 M, 

- temperature inferieure a la LCST du polymere, 

30 * selon une etape (d) dite de separation, apres 

eventuellement avoir observe que 1' adsorption a eu lieu, 
on separe la phase discontinue de la phase continue. 

2. procede selon la revendication 1, 

caracterise en ce que le support particulaire consiste en 

35 un polymere particulaire, f onctionnalise , obtenu par 
polymerisation de (1) un premier monomere hydrosoluble, 



d'acrylamide ou d'un derive d'acrylamide, (2) au moins un 
agent de reticulation hydrosoluble et (3) au moins un 
second monomere, fonctionnel, cationique et hydrosoluble, 
et ledit polymere presentant une temperature critique 
inferieure de solubilite (LCST) predeterminee qui est 
comprise entre 25 et 4 5°C. 

3. Procede selon la revendication 1, 
caracterise en ce que le support part icula ire comprend en 
outre un noyau organique ou inorganique, tel qu'un noyau 
de polystyrene, recouvert en totalite ou en partie par 
ledit polymere particulaire , ledit noyau ne modifiant pas 
les proprietes d' adsorption du polymere vis-a-vis dudit 
materiel nucleique. 

4. Procede selon 1 1 une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que selon 
l'etape (c) d ' adsorption , pour la mise en contact selon 

(b) , on choisit au moins deux desdits parametres. 

5. Procede selon 1 1 une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce qu'on ajoute 
dans l'echantillon avant l'etape (b) , ou dans le milieu 
react ionnel apres l'etape (b) et notamment apres l'etape 

(c) ou l'etape (d) au moins une sonde et/ou une amorce 
susceptible de s'hybrider specif iquement sur le materiel 
nucleique . 

6. Procede selon 1 ' une quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterise en ce que : 

* selon (b) et (c) on met en contact le reactif 
d' adsorption avec le materiel nucleique consistant en une 
sonde ou une amorce , pour obtenir un reactif 

d 1 hybridation , 

* selon (b') apres eventuellement avoir observe 
que 1' adsorption a eu lieu, et separe du milieu 
reactionnel le reactif d ' hybridation , on met en contact 
ledit reactif d ' hybridation avec un milieu contenant au 
moins un acide nucleique ou fragment d'acide nucleique, 
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dans des conditions adaptees pour 1 ' hybridation ou 
l 1 elongation de 1' amorce. 

7. Procede selon 1 1 une quelconques des 
revendications precedentes, caracterise en ce que pour 

5 l'etape (c) d 1 adsorption, on choisit les deux parametres 

suivants : 

- pH au plus egal a 7, 

- temperature inferieure a la LCST du polymere, 

8. Procede selon l'une quelconque des 
10 revendications precedentes, caracterise en ce que la LCST 

du polymere est comprise entre 30 et 40°C. 

9. Procede selon 1 1 une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que le 
premier monomere (1) est choisi parmi les N- 

15 alkylacrylamides et les N , N-dialky lacry lamides . 

10. Procede selon la revendication 9, 
caracterise en ce que le premier monomere (1) est choisi 
parmi le N-isopropylacrylaraide , le N-ethy lmethacry lamide , 
le N-n-propylacrylamide, le N-n-propy lmethacry lamide , le 

20 N-isopropy lmethacry lamide, le N-cyclopropylacrylamide , le 
N,N-diethy lacry lamide, le N-methy 1-N-isopropy lacry lamide , 
le N-methyl-N-n-propylacrylamide, le premier monomere 
etant de preference le N-isopropy lacry lamide (NIPAM) . 

11. Procede selon l'une quelconque des 
25 revendications precedentes, caracterise en ce que le ou 

les seconds monomeres fonctionnels (3) sont choisis parmi 
les derives acryliques et methacry liques , le chlorure de 
2-aminoethyl methacrylate (AEM) , les derives de N-vinyl- 
pyridine, les derives de trialky lammonium et les derives 
30 de chlorure d' isothiouronium. 

12. Procede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que l 1 agent 
de reticulation hydrosoluble (2) est choisi parmi le N,N- 
methylene bisacrylamide (MBA), 1' ethylene glycol 

3 5 dimethacrylate. 



13 . Procede selon 1 *une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que 
l'amorceur de polymerisation est choisi parmi les 
aroorceurs neutres et cationiques, hydrosolubles, tel que 
le chlorure de 2,2'-azobis amidino-propane (V50) . 

14. Procede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce qu'il 
comprend, apres l'etape (d) de separation, une etape dite 
de desorption, selon laquelle on dissocie, par desorption, 
le materiel nucleique par rapport au support particulaire , 
en faisant varier au moins un des parametres choisis pour 
1' etape (c) d ' adsorption , comme suit : 

- augmentation de la force ionique jusqu'a une 
force ionique superieure a 10" 2 M, 

- augmentation du pH jusqu'a un pH superieur a 7, 

- augmentation de la temperature jusqu'a une 
temperature superieure a la LCST du polymere. 

15. Procede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que 1 ' etape 
(d) de separation est effectuee par une technique choisie 
parmi la centrif ugation, la filtration, la precipitation, 
et la sedimentation. 

16. Utilisation d'un polymere particulaire, 
fonctionnalise, obtenu par polymerisation de (1) un 
premier monomere hydrosoluble , d'acrylamide ou de derive 
d'acrylamide, (2) au moins un agent de reticulation et (3) 
au moins un second monomere, fonctionnel cationique et 
hydrosoluble, et ledit polymere presentant une temperature 
critique inferieure de solubilite (LCST) qui est comprise 
entre 25 et 45°C, pour isoler un materiel nucleique. 

17. utilisation selon la revendicat ion 16, 
caracterisee en ce que le polymere PNIPAM est obtenu par 
polymerisation de (1) N-isopropy lacrylamide , (2) N,N- 
methylene bisacrylamide et (3) chlorure de 2 -aminoethyl- 
methacrylate . 
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